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REVUE
Thrombose tt thrombine
II.C. HEMKER et S. BEGUIN
Ddpartement de Biochimie et Institut de Recherches Cardiovasculaires,
Universitd du Limbourg,
PO Box 616, 6200 Maastricht, Pays-Bas,
Thrombosis and thrombin.
H.C. HBv<Bn and S. BEcurN, Ann. Pharm. Fr., 1992, 50, l2l-135.
Surrauenv. - Thrombosis, either venous and arterial, is the most important cause of death
in our society. Thrombin formation is a pivotal step in the pathogenesis of both forms of throm-
bosis. Drugs like heparin and yitamin K antagonists act because they inhibit thrombin forma-
tion. Better drugs than conventional heparin and oral anticoagulants are howeyer urgently nee-
ded. They can be found on basis of a better understanding of thrombin formation.
The mechanism of thrombin formation is explained. The mode in which conventional hepa-
rin and the newer, low molecular weight heparins inhibit this process is discussed. It is shown
that, contrary to current belief, low molecular weight heparins inhibit primarily via their action
on thrombin and that the inhibition of factor Xa is of less importance. Thrombin inhibition
has u direct qction but also acts indirectly via its influence on thrombin mediated feedback
loops. It is argued that rather than anti-factor Xa activity or prolongation of some type of
coagulation time, the time-concentration integral of thrombin (thrombin potential) in clotting
plasma should be used as a yardstick for the efficiency of a thrombin inhibiting drug.
Thrombose et thrombine.
H.C. HBrrmBn et S. BEcurN, Ann. Pharm. Fr., 1992, 50, 121-135.
R€surrrE. - La thrombose, qu'elle soit veinewe ou artdrielle, est la cause de ddcis Ia plus
frdquente dans notre soci4td. La formation de la thrombine est I'dldment central de la pathoge-
ndse des deux formes de la thrombose. Les mddicaments comme I'hdparine et les anticoagu-
Iants oraux agissent en inhibant la formation de la thrombine. Il est important de trouver des
mddicaments plus efficaces que I'hdparine traditionnelle ou que les anticoagulants orsux. Cette
Texte regu le 19 septembre 1991, faisant suite ir une lecture d I'Acaddmie Nationale de Phar-
macie, le 7 octobre 1990, acceptd le 6 mars 1992.
Tirds d part : H.C. I{uurrn, ir I'adresse ci-dessus.
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recherche est bosde sur une meilleure compr€hension de la formqtion de la thrombine en milieu
plasmatique.
Une revue de nos connaissances actuelles sur la gdndration de la thrombine est prdsenfte.
Le mode d'action de I'hdparine conyentionnelle et des h€parines de bas poids moldculaire est
ddveloppd. Il est d€montrd que, contrairement aux connaissances anftrieurement acquises, I'action
antithrombique de ces produits est due davantage d leur propri€td anti-thrombine qu'd leur activitd
anti-facteur Xa. II y a Id une action directe sur la thrombine sinsi qu'indirecte par I'inhibition
des phdnomdnes de rdtroactivitd.
Il est argumentd que pour juger de l'efficacit,! d'un anticoagulant, le potentiel de thrombine,
c'est-d-dire I'intdgrale (temps-concentration) de la courbe de gdndration de la thrombine est de
loin pr€fdrable d la mesure de son activitd anti-facteur Xa ou Ia prolongation du temps de
cdnhaline.
En pathologie humaine, parmi les maladies contemporaines les plus fr6-
quemment rencontr6es, la thrombose occupe une place non n6gligeable. L'obtu-
ration des artdres est d I'origine de'l ' infarctus et de I'attaque d'apoplexie.
La thrombose veineuse survient chez les patients alit6s en situation postop6-
ratoire et peut entrainer une embolie pulmonaire fatale. Parmi les causes de
mortalite en Europe et aux Etats-Unis, 50 9o sont dus aux maladies throm-
boemboliques, 30 Vo au cancer tandis que les 20 Vo restants se r6partissent
entre les accidents de la circulation et diverses autres causes. La cause d'une
thrombose est un caillot. Celui-ci n'est autre qu'un bouchon qui obstrue un
vaisseau. L'6tude de I'hdmostase (systdme de la coagulation sanguine) et l'6tude
de la thrombose vont de pair. Dans les deux processus, la thrombine, I'enzyme
responsable de la formation du caillot, joue le rdle principal.
En 1894, d Amsterdam, lors d'une sdance de I'Acad6mie Royale des Pays-
Bas, PnTeLHARING (1848-1922) rapporte qu'il a isol6 du plasma sanguin une
fraction prot6ique qui, en presence de facteur tissulaire provenant des vais-
seaux sanguins, est capable de coaguler une autre prot6ine plasmatique et donc
de former un caillot. Il en d6duit trds justement que la fraction isol6e est
la proenzyme (prdcurseur) de l'enzyme coagulante la thrombine, c'est-d-dire
la prothrombine, et que I'autre fraction n'est autre que le fibrinogdne.
Cette d6couverte de PnTBLSeRING est commun6ment attribu6e d I'Alle-
mand Alexander ScHMIDT (1831-1894), alors que ce dernier n'avait fait qu'en
postuler I'existence sans jamais, d notre connaissance, I'avoir d6montr6e exp6-
rimentalement. La thrombine provient de la coop6ration d'une quinzaine de
prot6ines plasmatiques (facteurs de coagulation). La survenue de la throm-
bose peut €tre 6vit6e par des th6rapeutiques faisant appel d des substances
pharmaceutiques, inhibitrices de la thrombine, actuellement divis6es en deux
grands groupes : les anticoagulants oraux et les h6parines. Les anticoagulants
oraux tels que la Coumadine, la Pindione, le Tromexane, le Sintrom, sont
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des antagonistes de la vitamine K. Ils bloquent partiellement, dans le foie,la dernidre 6tape de ra formation des facteurs de coagulation, qui apparais_
sent alors dans le plasma sous des formes anormales : pIVKA lprotein inau_ced by vitamin K absence). Cette ffansformation incompldte entraine une dimi-
nution et un ralentissement de la production de thrombine [9, 10, rg, 26l.Les h6parines agissent diff6remment, elles catalysent l,activit6 inhibitrice d,une
antiprot6ase plasmatique : I'antithrombine III, essentiellement d l'6gard de lathrombine. Le fait que les anticoagulants oraux et les h6parines, d,un m6ca_
nisme d'action fondamentalement diff6rent, produisent le m6me effet final,
en diminuant de moiti6 le risque de la thrombose, apporte la preuve du r6leprimordial de la thrombine.
Afin d'Otre plus complet, nous mentionnerons la part modeste (20 go) deI'aspirine dans la prdvention de la thrombose, vraisemblablement due d son
effet sur les plaquettes sanguines (thrombocytes), qui peut trds bien d,ailleursOtre un effet sur le m6canisme procoagulant des-pliquettes [r7].
En raison du r6le central tenu par la thrombine, son inhibition par uneth6rapeutique antithrombotique peut avoir pou. .onr6quence majeure la sur_
venue de saignements. Tout I'art d'une th6rapeutiqu. urrtithro-botique r6sidedans l'6quilibre d maintenir entre les frontidres du saignement et de la throm_bose.
Actuellement, les moyens th6rapeutiques disponibles ne sont pas id6aux.I es h6parines qui, par voie sous-cutan6e, doivent 0tre injectdes au patient toutesles 4 h ne se prOtent pas d un traitement au long cours.
La prescription des antivitamines K donn6es par voie orale exige, quantd la posologie, un dosage prdcis et rigoureux adiptl d chaque patient et quidevra Otre contrdld dans des laboratoires sp6cialis6s. Aux pays-Bas, la sur_
veillance de tels traitements ne pose aucun probldme en raison de l,organisa_
tion d'un vaste r6seau de services de thrombose. Grdce aux travaux de Lcn_LIcER [19] et de ses collaborateurs, d Leiden de 1960 e 19g5, I' incidence de
r6cidive d'infarctus chez les patients trait6s par les antivitamines K a dimi_
nud de moiti6- ce qui prouve I'efficacit6 d'un tel traitement, alors que le fait
n'est pas encore 6tabli aux Etats-unis et en Allemagne en raison des probld_
mes pratiques pos6s par une posologie d6licate et pir la surveillance du trai-tement. L'iddal recherch6 par l'industrie pharmaceutique serait de donner par
voie orale une dose unique, standard, qui prot6geraii de la thrombose, sans
entrainer un risque hdmorragique. c'est la raison pour laquelle la recherchepharmaceutique s'oriente vers la production d'hdpaiines plus efficaces. Avantde rentrer dans le vif du sujet, il est imp6ratif de rappeler les bases du m6ca_
nisme de la coagulation du sang.
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DE LA FORMATION DE LA THROMBINE
La formation de la thrombine st l"t tYil: l:,,::i:*:: :l??i:l?H:
,,*ir"#ilT"':"uli1;'"r*:";,:::l;:,*E*:''3'i';*'i,"i.;"*;"".:l3::nfl ff T:il"":#';;"*i:""":-f:"::i:::"".1,,0"":"1;*'J::ffi '3::ff ffiffi :,:l"i?'";;J';;*ue"tutr.31l6**l^l:,Yi:'.T',:"ffi :';:
:T :H:t'#l' ;'ii i"'"?;; p " Jii".' " 
""ee utiu .' : Y 1l i::. i:::'i" :i, 11; "#:
r;":t3$"""::rl"lJ?x r.s antithrombines. E'amino's bridvement chacune des
principales s6quences'
Cascades ProenzYme-enzYme
Labasede lacoagu la t ionsangu ine .es t l 'ac t i va t iond 'uneproenzymepar
une autre enzyme, 
";";;;';;r".r.t 
pr. I'attion de I'ent6rokinase sur le trvpsi-
nogdne qui produit la trypiine gastrique' La 
plupart des sch6ma:^'1t-?::T:t
de l'h6mostase, mOme-it' ptrrt*uttciens 
r?' 20]' sont bas6s sur ce pnnclpe'
Si,commepourlar6act ionentdrokinase+trypsine' laf ldcheouverterepr6.
sente l,activation (fig. 1), le sch6ma. de l'h6mosiase s'articulera 
sur l'activa-
tion de la prothromiine'(racteur II) par le facteur X, lui 
meme activ6 par
le facteur VII, ainsi aurons-nous :
V I I a + { + I I .
facteur VII active non seulement le facteur X' 
mais aussi le facteur IX
-son 
tour peut activerrl:.il'lr 
+ rr.
Le
qui d
C e t t e a c t i v a t i o n d u f a c t e u r l X p a r l e f a c t e u r V l l , b i e n q u e f a i b l e ' c o n s t l -
tueunebouc lea . , . , . t * . .mentpour l 'ac t i va t iondufac teurX.Nous l 'avons
baptis6e boucle .f o,'o,"Ju 
"om 
du f'unqui' Frangois Josso (1927-1981) qui
I'a mise en 6vidence U5' 161'
Biocatslyse hdtdrogdne ; phospholipides et co-facteurs
Lesecondpr inc ipeg6n6ra |dumdcan ismeb ioch imiquede l 'h6mostasees t
labiocatalyseh6tdrogdne'C'est-d-dl l tO5' lesr6act ionsd'act ivat ionsed6ve-
loppant en interphar! tirprA.r-.*;, t'activaiion de 
la prothrombine par le fac-
teur Xa peut d l",is;;;i^r;ruir.'." solrtion tibre. 
cependant ]l faudraalors
60 fois la concentrulio"^prurt"atique de la prothrombine 
(2rrM) pour attern-
dre la moitie de la 
"ir;;;;mate 
ae formation de thrombine' A cette vitesse'
une seule mol6cule de thrombine sera pioa"it. 
en 1 mn 1/2 par une mol6-
cule de facteur xu. L. qrri .o.r.rpondrait, en milieu 
plasmatique, d I'obten-
t iond,une"on. " , , , ,u . io , 'd " th ,o ,nb ine in f6 r ieured l0p icomoles .Laquan-
tit6 de thrombine riur. ior-ee en milieu plasmatique 
lors de la coagulation
-i
l
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version d'environ I 000 fois 1241. L'activation du facteur X est semblable d
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L'agent ddclenchant : la l4sion tissularre
Les membranes cellulaires sont constitu6es de phospholipides dispos6s en
double couches asym6triques. Les phospholipides ont diff6rents selon qu'ils
sont situes d I'int6rieur ou d I'ext6rieur de cette double couche [27]. Pour jouer
un rOle dans les r6actions de coagulation, les phospholipides doivent conte-
nir des groupements phosphatidylsdrine. Ce sont essentiellement les phospho-
lipides internes qui possddent ces groupements. C'est la raison pour laquelle
les cellules intactes ne peuvent Otre procoagulantes, alors que toute cellule
l6s6e constituera une source de phospholipides procoagulants en mOme temps
que sera expos6 le facteur tissulaire (thromboplastine) qui, au contact du
plasma, d6clenchera la coagulation. La thromboplastine est une lipoprot6ine
dont la partie prot6ique joue le mOme rdle pour le facteur VII que Ie facteur
Va pour le facteur Xa ou le facteur VIIIa pour le facteur IXa. Il est int6res-
sant de constater que la conversion du facteur X par le facteur VII ne n6ces-
site pas I'activation protdolytique de ce dernier. Le complexe facteur VII-
thromboplastine a une activit6 de 1 d 4 Wo de celle du complexe form6 avec
le facteur VIIa. Ainsi la lib6ration de thromboplastine peut-elle g6n6rer des
traces de facteur Xa et de facteur IXa. Ces deux facteurs d leur tour peu-
vent convertir le facteur VII en une forme qui est de 20 d, 100 fois plus active
(F.VIIa). Ces activations sont un exemple de boucle d'activation positive. Les
facteurs Xa et IXa se lient 6galement d I'inhibiteur du systdme extrinsdque :
TFPI selon la nomenclature internationale (Tissue Factor Pathway Inhibitor).
Le TFPI combin€ au facteur Xa forme un inhibiteur puissant du complexe
facteur Vlla-thromboplastine. Ceci a pour consdquence, au cours du temps,
de limiter trds rapidement I'activation des facteurs X et IX. Malgr6 cette inhi-
bition, il reste suffisamment de facteur IXa pour activer le facteur X dispo-
nible. Ceci pourrait expliquer I'util it6 de la boucle Josso.
Le rdle des plaquettes sanguines
Sans qu'aucune l6sion ne soit n6cessaire, les plaquettes intactes peuvent agir
dans I'h6mostase. Dds qu'elles restent un certain temps en contact avec des
traces infimes de thrombine et, qu'en m€me temps, elles sont activ6es par
le collagdne, les plaquettes induisent la r6action de < flip-flop > par translo-
cation de leur membrane 14,5,251. Les phosphatidylsdrines se r6partissent
alors des deux c0t6s de la membrane cellulaire. sans qu'il y ait altdration de
cette dernidre.
Boucle d'activation positive
Si la l6sion tissulaire d6clenche la coagulation, elle ne peut cependant pas
I'achever sans la participation des acc6l6rateurs : les facteurs Va et VIIIa qui
eux-mOmes r6sultent de I'activation des facteurs V et VIII par les premidres
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traces de thrombine, tout comme les praquettes activ.es [3,74,23]. L,appa_rition de thrombine entraine l'agr6gation plaquettaire aini que le ph6nomdnede lib.ration (release). L'agregitio:n, rassemblement de plaquettes, permet dla thrombine de se formei d-t'inte.i.rr de l,agr6gat. ,i l,ext6rieur, Ie fluxplasmatique entraine et dilue la thrombin. iusq,i,a"ull.irir. un seuil critiquede concentration qui, une fois franchi, induira d.;;;;;;rx agr.gats et denouveaux caillots.
La r.action de < rerease > libdre une grande vari6t6de substances te'es queI'ADP (ad6nosine-phosphate) impriquze aarrs t,agr6sa;;;;., plaquettes, oude facteurs de la coagulation 
"o--. 
le facteur v"ou-.n.ore de substancecomme le facteur 4 plaquettaire qui inhibe l,action a. r nepu.irre en se liantd elle. Ainsi bien d'autres pne"omtn"s crois.s interfdrent_'s avec les proces_sus chimiques de l'h6mostase. Il s,ensuit un ph6nomJ;;;; seuils. Dds qu,un
,1il:i?:.arpasse 
un certain seuil, survien, 
"i _e.u"ir_J nri le renforce ou
Boucle ndgative
De I'endoth6lium est issue la thrombomoduline. Lorsqu,elre se lie d cetteprotdine, la thrombine acquiert une autre propri6t6 que celle de convertir lefibrinogdne en fibrine ou d'activer tes ptaqueit., ou'i., ru.,.u., v et vIII,celle d'activer la protdine c. La proteine c activ6e (pca) inhibe les formesactiv6es des facteurs v et vIII,...i.rr-urrociation uu.. ron-.ofacteur la pro_t6ine S. Dans ces circonstances, tant que restera intact |endoth6rium, la throm_bine limitera sa propre. formaiion :"rqu,a ce que ,;;"1;;;; ;ne t6sion vascu_laire qui constituera alors une ,"ifu". procoagulante.
Inactivation de ls thrombine
Dans 'e prasma, existe une s6rie d'antiprot.ases qui inhibent les enzymesactivdes. L'antithrombine III (AT rrD est Ia plus importante. E,e inhibe ungrand nombre de s.rines protBases ,'ui, ,o' affinit6 pouila tn.omuine pr6_domine. cette antiprot.ase 
.rt prr*orJiale parce que les h.parines potentia_lisent au moins cent fois. son acti'ite luo' pt,r, loin). L,hdparine cofacteurIr (Hc II) est un autre inhibiteur de ta )hrombine ; inactir en t,ausence d,uneconcentration usuelle.d'h6parine, il peut cependant 6tre activ6 par diff.rentspolydlectrolytes ndgatifs tels que-t. 'r,rrut. de dermatane, l,acide lactobioni_que' Enfin, l'cr-macroglobuline est un remarquabre inhibiteur qui agit seulet diffdremment des autres antiprot6ases : en ce sens qu,e'e ne se fixe pasau site actif de .'enzyme, mais en qrretque sorte ( r,avaG >> dans sa structureparticulidre. ce comprexe enzyme-inrriuii.u, qui, par encombrement st.rique,emp.che I'activit. de la thrombine d ilgaro de-son ,uurt.ut physiologique
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le fibrinogdne, reste actif vis-il-vis des petites mol6cules telles que les substrats
chromoge-niques utilis6s pour mesurer I'activit6 amidolytique de la thrombine'
Bien qu,interessante, cette propri6t6 complique I'interpr6tation de nos r6sul-
tats exp6rimentaux.
ENZYMOLOGIE ET PHYSIOLOGIE MOLECULAIRE
un grand nombre des m6canismes d'action mentionn6s pr6c6demment a 
pu
otre 6tudi6 en systdme purifi6, ir I'aide des prot6ines de la coagulation, pt6a-
lablement isol6es du piasma sanguin. Cependant ces 6tudes seraient incom-
pldtes sans l,exploration de la < physiologie mol6culaire > au sein du plasma,
voire mome du sang, ceux-ci pouvant etre alors consid6r6s comme 
( organes
isol6s >. ces donnees, plus pioches de la physiologie s'avdrent parfois bien
diff6rentes de celles uit.ttO,t"t par les biochimistes. Pour cette raison, la 
plu-
part de nos r6sultat, .on..rnunt les h6parines furent obtenus en milieu plas-
matique ou sangurn'
R A P P O R T E N T R E H E P A R I N E S E T F A C T E U R X a : H Y P O T H E S E C L A S S I Q U E
L'h6parine provient de la muqueuse intestinale de Porc ou du poumon de
Bceuf. L,h6parine est une longui chaine polysaccharidique constituee d'une
alternance d,acides iduroniquei et glycuroniques et de glucosamides, poss6-
dant d differentes sequences de la chaine des groupements ac6tyl6s ou sulfa-
t6s. Son poids mol6culaire varie de 5 000 e 30 000 daltons, la moyenne se
situant entre 12 et 15 000 daltons (35 d 45 sucres). Environ un tiers de tou-
tes les molecules d'hdparine peut se lier d I'antithrombine III' Cela a pour
effet de catalyser I'aciion inhibitrice de I'AT III ir l'6gard de la thrombine
et des formes activ6es de certaines prot6ines de la coagulation, diminuant ainsi
la concentration de thrombine dans le sang coagulant. La liaison AT III-
h6parine n6cessite la pr6sence, dans la molecule d'h6parine, d'une sequence
pentasaccharidique sp6cifique (fie' 2)'
L'h6parine, est un antithrombotique efficace, mais elle doit etre inject6e
3fo ispar jour .Sonadmin is t ra t ionpeutprovoquerdessa ignementse t indu i re
des thrombop6nies. De plus comme nous l'avons d6jd mentionn6, son admi-
nistration au long cours n'est pas souhaitable'
cette dernidre decennie, sont apparues les h6parines de faible masse mol6-
culaire (HBPM). Obtenues par hydrolyse de I'h6parine, leur poids mol6cu-
laire varie entre 2 000 et 7 000 daltons. Bien qu'agissant comme I'h6parine,
ces h6parines fractionn6es produisent moins de saignement et induisent moins
d,effets secondaires. Elles int 6galement I'avantage de n'Otre inject6es qu'une
f o i s p a r j o u r . o n 6 m i t l ' h y p o t h d s e , v o i c i q u e l q u e s a n n 6 e s , q u ' e n a b a i s s a n t
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Ftc 2. - Sequence pentasaccharidique de fixation a I'AT III de I'h6parine (selon [22]).Dans les cercles D, E et F sont repr6sent6s les groupements n6cessaires pour la liaison d l,AT III,qui sera renforc6e par les groupements figurants dans les cercles G et H.
The AT III binding pentasaccharide from heparin.The groups indicated by 
.ciyctes ln D, E and F first bind weekty io )r at, after which thebinding is reinforced by the groups circled in C qia n (from t22l).
le poids mol6culaire, l'activit6 antithrombine serait diminude alors qu,aug_
menterait I'activit6 anti-facteur Xa. c,est ainsi que naquit I'hypothdie sui_
vante : I'activit6 anti-facteur Xa d6terminerait le pourroir antithromboliqued'une hdparine tandis que les saignements seraient dus d son activit6
anti-thrombine.
L'objectif premier d'une industrie pharmaceutique 6tant de d6velopper des
antithrombotiques d faible risque hdmorragique, cette hypothese fut retenue
comme une valeur sfire.
Le pharmacien frangais Jean cgoav [6] en tira la cons6quence rogique en
synth6tisant en 1983, avec son 6quipe, en 74 etapes, le plus petit saccharide
capable de se lier a I'AT III. ce pentasaccharide,' en se liant a I'AT III,
catalyse uniquement son action sur le facteur Xa et n'a aucun effet sur sonpouvoir antithrombique. La question se posa alors de savoir si cette propri6t6particulidre lui confdre un meilleur pouvoir antithrombotique. avant de ten_ter de r6pondre i cette question, examinons les m6thodes i'investigation desh6parines.
MESURE DE L'ACTIVITE ANTITHROMBINE ET ANTI-FACTEUR Xa DES HEPARINES
Ces activit6s sont g6n6ralement d6termin6es en mesurant la decroissance desfacteurs purifids (thrombine, facteur Xa) ajout6s d un 6chantillon de plasma
en pr6sence de I'h6parine d 6tudier, seron re principe suivant :
thrombine (facteur Xa) + AT III h6pariry produit inactif.
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Ces mesures, effectu6es pour la plupart avec des r6actifs d'origine bovine
et en l,absence de calcium, ne repr6sentent qu'approximativement I'activit6
antiproteasique d'autant qu'elle ne s'exerce que vis-d-vis des facteurs exogd-
nes et non de la thrombine ou du facteur Xa form6s au sein du plasma. Afin
de nous rapprocher des conditions physiologiques, nous avons d6velopp6 une
m6thode permettant de mesurer la vitesse de conversion de la prothrombine
en thrombine, en mesurant dans le plasma coagulant la formation de la throm-
bine ainsi que sa vitesse de d6croissance [13]'
La mesure de la formation et de la decroissance de la thrombine dans le
plasma est une technique ancienne. Nous avons d0 la modifier pour la ren-
ire plus exacte et plus repr6sentative du ph6nomdne. Pour ce faire, nous avons
d6ve1opp6 un photomdtre aZ longueurs d'ondes, d'une grande pr6cision, pour
mesurer I'activite amidolytique de la thrombine, ainsi qu'un systdme infor-
matis6 de pipetage et d'enregistrement au cours du temps des 6chantillons
de thrombine form6e au sein du plasma coagulant'
La concentration de thrombine est la r6sultante d'une suite de r6actions
en chaines telles que :
prothrombine plgthfgrnry thrombine (1)
thrombine * antithrombine III 5 produit I (2)
thrombine + 02 macroglobuline 9 produit II (3)
Les r6action s 2 et 3 sont des r6actions de pseudo premier ordre : les inhi-
biteurs 6tant en excds, la vitesse de r6action est proportionnelle d la concen-
tration de thrombine.
La formation de la thrombine en plasma peut etre comparee au remplissage
continu d'une baignoire. Plus haut monte le niveau plus vite il s'abaisse' Ainsi
en est-il de meme pour le niveau de la thrombine dans le plasma coagulant :
il s,abaissera d'autant plus rapidement que la concentration de thrombine aug-
mentera. L'h6parine accroit la constante de la r6action (1) en ouvrant' pour
ainsi dire davantage, I'orifice d'6coulement de la baignoire. L'interprdtation du
mode d,action de l;heparine ir l '6gard du facteur Xa, repose sur I'hypothdse
que I'h6parine, non seulement 6largit I'orifice d'6coulement mais diminue 6ga-
lement llafflux. Voulant verifier cette hypothdse, nous_avons calcul6 la vitesse
de conversion de la prothrombine et thrombine -# (P : concentration
de la prothrombine) 2r partir de la courbe exp6rimentale de g6n6ration de
thrombine dont la figure 3 donne un exemple. Les valeurs exp6rimentales repr6-
sentent la somme de la vitesse de formation de la thrombine due d la con-
version de la prothrombine t# et la vitesse (v6") de disparition de la
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FIc 3. - Analyse de la courbe de g6n6ration de thrombine'
Courbe A : courbe exp6rimentale de I'activit€ amidolytique de la thrombine (T).
B repr6sente I'activitf amidolltique r6siduelle du complexe o2M-thrombine (M). La vitesse
- dP de la conversion de la prothrombine en thrombine est donn€e par la somme de la vitesse
dr
d. d6.roirrunc. 
dI d. Ia thrombine et de sa vitesse exp6rimentale de formation f .
dt dt
Analysis of the thrombin generation curve.
Cune A is the amidolytic activity that is experimentally determined (T).
B is the part contributed by the a2 M-thrombin complex (M). The decay velocity of throm-
bin (dI/dA pfus the experimental velocity (dT/dt) gives the conversion velocity of prothrombin
(- dP/dil.
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thrombine. Si i'on connait la concentration de la thrombine et les constantes
de d6croissance de celle-ci (ka.. : kr + kr), on peut calculer la vitesse de
d6croissance de la thrombine (v0.. kd.. x T ; T concentration de
thrombine). Les constantes de d6croissance de la thrombine sont d6termin6es
ind6pendamment et la vitesse de conversion de la prothrombine est calcul6e
d partir de la formuf. 
-nlP 
: (vexp * ka.. . T). En pratique, ces calculs
s'avdrent plus compliquds en raison de I'activit6 r6siduelle (partielle) du com-
plexe o,2-macroglobuline-thrombine qui, bien que n'ayant pas d'activit6 bio-
logique sur le fibrinogdne, pr6sente une activit6 amidolytique d l'6gard du
substrat chromog6nique.
Ainsi, ayant d6velopp6 une m6thode permettant de quantifier I'activit6 coa-
gulante d'un plasma, peut-on 6valuer I'importance ou non de I'action anti-
Xa d'une h6parine. Le facteur Xa 6tant l 'enzyme responsable de la conver-
sion de Ia prothrombine en thrombine, en tant qu'inhibiteurs du facteur Xa,
les h6parines de bas poids mol6culaire devraient diminuer la vitesse de con-
version de la prothrombine en thrombine. Or, il n'en est rien. Tout comme
I'h6parine non fractionn6e, la plupart des h6parines de bas poids mol6culaire
ajout6es au plasma influencent seulement la vitesse de d6croissance de la throm-
bine sans en modifier la vitesse de formation. Telles sont les conclusions qui
ressortent du travail de notre 6quipe tl e 31.
VERS UNE MEILLEURE MESURE D'ACTIVITE ANTITHROMBIQUE
Jusqu'd pr6sent, la recherche dans le domaine des antithrombotiques ne
fut pas trds heureuse. Dds 1964, elle fut orient6e vers les inhibiteurs de I'agr6-
gation plaquettaire sans qu'il ait etd trouvd d ce jour de meilleur inhibiteur
que I'aspirine. De m6me, nous pensons que l'hypothdse concernant I' inhibi-
tion du facteur Xa devrait Otre enterrde. Il y a donc place pour un nouvel
objectif.
Quel serait in vitro le moddle id6al qui refldtera le mieux I'activit6 anti-
thrombotique d'un produit ? Tout d'abord, il devra s'av6rer influenc6 par
tout produit susceptible d'agir en tant qu'antithrombotique de quelque nature
qu'il soit. En second lieu, que, par ce test, soient retrouvdes les m€mes varia-
tions dans le sang des patients soumis au traitement antithrombotique que
dans le sang auquel aura 6t6 ajout6 ce mOme antithrombotique. En fait, que
ce test refldte in vitro la situation in vivo. Et, de pr6f6rence, que les diff6-
rentes formes de traitement anticoagulant (antivitamines K, h6parines) entrai-
nent quantitativement les mOmes modifications du test. Troisidmement, que
ce test puisse ddpister les patients d haut risque de thrombose. Enfin que,
pour l'exigence cle la surveillance du traitement, le test puisse Otre facilement
reproduit en pratique courante dans les laboratoires.
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Comme nous I'avons amplement mentionnd ci-dessus, la thrombine est 6troi-
tement li6e d la thrombose. La thrombine est une enzyme, dont I nM pro_
duira en 10 mn le mome effet que 10 nM en 1 mn. ce qui conduit d penser
que I'int6grale de la cin6tique de la concentration de thrombine, durant la
coagulation du plasma, pourrait constituer un moyen de mesure utile pour
6valuer I'efficacitd d'un antithrombotique. Cette int6grale se calcule d partir
de I'aire sous la courbe de g6n6ration de thrombine (fig. 3). cette aire sous
la courbe, que nous appelons < potentiel de thrombine >>, est effectivement
bien diminu6e par I'anticoagulation orale et par le traitement h6parinique.
De mOme, d'autres substances pharmaceutiques, comme le sulfate de pento_
sane, le sulfate de dermatane qui, chez l'animal, se sont r6v6l6es d,excellents
antithrombotiques, sans toutefois modifier les tests classiques, diminuent 6ga-
lement le potentiel de thrombine tout comme d'autres substances en cours
d'6tude comme I'hirudine et I'acide lactobionique.
Il est 6galement intdressant d'observer une augmentation du potentiel de
thrombine chez les patients prdsentant une tendance thrombotique en raison
d'un d6ficit cong6nital en antithrombine IIL
cependant, cette mesure du potentiel de thrombine demeure, en pratique
courante, d'une r6alisation d6licate, longue et coffteuse. pour cette raison.
actuellement nous d6veloppons une technique qui, plus simplemenr et en une
seule mesure, donnera les mOmes informations. Le principe essentiel est d'ajou-
ter au plasma coagulant un ( mauvais >> substrat pour la thrombine, ce qui
signifie un substrat moins sensible d la thrombine afin d'6viter qu'elle 6puise
la totalitd de celui-ci durant la r6action. La quantit6 du substrat coup6 par
la thrombine repr6sente I'intdgrale de la courbe de concentration de thrombine.
cette m6thode fait apparaitre que les doses efficaces, soit d,h6parine non
fractionn6e, soit d'h6parine de bas poids mol6culaire, produisent le mome effet
sur la formation de la thrombine en plasma. L,efficacit6 d,une h6parine de
bas poids mol6culaire vraisemblablement d6pend en priorit6 de certaines qua_
lit6s : sa demi-vie plus grande que celle de I'hdparine et son passage, int6_gral, dans la circulation sanguine dans un laps de temps d'environ 2 h aprds
son injection sous-cutan6e, tandis que pour l,h6parine standard seulement un
tiers du mat6riel inject6 est retrouvd.
Nous esp6rons que cette m6thode, qui est n6tre, permettra de d6tecter de
nouveaux anti-thrombotiques et qu'elle pourra constituer en clinique un test
standard de routine pour la surveillance des traitements antithrombotiques.
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CONCLUSION
L'6tude plus pouss6e de diff6rentes h6parines a montr6 que leur efficacit6
est la r6sultante de deux tendances. Au-dessous d'un poids moleculaire avoi-
sinant le seuil de 5 400 daltons, les h6parines perdent leur activit6 ir l'6gard
de la thrombine, donc leur principale activitd antithrombotique. Plus s'abaisse
le poids moldculaire, meilleures sont la demi-vie et la biodisponibilit6 des h6pa-
rines. En pratique, jusqu'ir un poids mol6culaire de'7 200,Ia pharmacocin€-
tique demeure convenable, ne n6cessitant qu'une seule injection par jour pour
le recouvrement total du mat6riel inject6 par voie sous-cutan€e. Les meilleurs
h6parines semblent donc se situer dans un ordre de poids mol6culaires com-
pris entre 5 400 et 7 200 daltons.
Il est aussi possible d'administrer les h6parines de bas poids mol6culaire
autremenr que par injection. Par voie orale ou par inhalation, le mat6riel
peut se retrouver en quantit6 raisonnable dans la circulation sanguine' Cepen-
iant, la difficult€ d'une telle administration r6side dans le fait que son dosage
est impr6cis et par ld-mOme peut entrainer des saignements'
Dans ce contexte, il est int6ressant de songer d des hfparinoides tels que
le sulfate de dermatane, I'acide lactobionique qui agissent via le deuxidme
cofacteur de l'h6parine. La concentration plasmatique de cette protdase est
d'une pM, ce qui est peu par rapport d celle de I'antithrombine III (- 2 pM)
et notamment moins que celle de la prothrombine ( - 2 rrM) donc bien plus
faible que le potentiel de thrombine. ce qui limite de faqon naturelle I'acti-
vit6 du sulfate de dermatane et 6vite le risque de surdosage.
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